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研究成果の概要（和文）：本研究では、eNoSC の解析を通じて細胞のエネルギー代謝の個体にお
ける役割を明らかにし、細胞エネルギー恒常性の破綻と疾患の関わりを解明することを目指し
た。eNoSC 複合体の構成タンパクである NML の遺伝子欠損マウスを作成したところ、NML 遺伝子
欠損マウスは野生型マウスに比べ、体重が軽く、体脂肪率が低いことが明らかとなった。また、
糖負荷テストを行ったところ、野生型に比べ早期に血糖値の減少が認められ、NML ノックアウ
トマウスの糖代謝に異常が認められることが明らかとなった。eNoSC が個体においてもエネル
ギーフローの調節に働くことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, to investigate the physiological role of NML in vivo, we 
generated mice with a targeted deletion of the gene coding NML (NML-KO mice).  The most of 
NML-KO mice (90%) were embryonic lethal.  We generated mouse embryonic fibroblasts (MEF) 
from NML-KO embryos.  We found that metabolites level of glycolysis and TCA cycle in 
NML-KO MEF have been different from those in WT MEF using the metabolome analysis by 
CE-MS.  Theses result suggested that NML is related to the regulation of glucose metabolism.  
Next, we evaluated the glucose metabolism of the surviving NML-KO mice.  The surviving 
NML-KO mice showed the increase of serum glucose levels and the decrease of serum insulin 
levels under the chow diet compared with WT mice.  These results showed the suppression of 
insulin secretion from pancreatic beta cells in NML-KO mice.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞は、細胞外から糖を取り込み代謝することに
よってATPを産生する。一方、細胞内の蛋白質群は、
ATPをエネルギー源として細胞機能の維持を行って
いる。正常な細胞では「ATP 産生系」と「ATP 消費
系」のバランスが保たれ、エネルギー収支が合った
状態にあるものと考えられる。エネルギー収支を制
御するためには、産生系と消費系を結び付けるメカ
ニズムが必要である。しかしながら、そのようなメ
カニズムについてはほとんど解析がなされてこな
かった。 
本研究者は、ATP代謝のバランスを制御する新た
なタンパク質複合体 eNoSC（energy-dependent 
Nucleolar Silencing Complex）を見出した 【Akiko 
Murayama et al., Cell, 2008】。eNoSC は、NAD 依
存的ヒストン脱アセチル化酵素SIRT1、ヒストンメ
チル化酵素 SUV39 を含み、新規蛋白質
Nucleomethylin (NML)を介して核小体のrDNA 領域
のメチル化ヒストンに結合する。細胞外のグルコー
スが低下すると、細胞内のATP濃度が低下し、NAD+
濃度が上昇する。その結果、eNoSCが周辺のヒスト
ンのアセチル基をメチル基に変換し、それを足場と
して新たなeNoSCが結合する。このようなステップ
が繰り返されることによってrDNA 領域がエピジェ
ネテイックに抑制され、リボソーム合成が低下する。
リボソーム合成の低下は、合成自体に要するエネル
ギーを減少させると同時に、新たな蛋白質合成を抑
えることによってエネルギー消費を抑制する。この
ように、eNoSCは、細胞内のエネルギー状態を把握
し、rDNA のエピジェネティックな制御を介して蛋
白質合成を抑え、エネルギー消費を調節する複合体
であることを明らかにした。さらに、申請者らは、
eNoSCがエネルギー低下時の細胞の生存に必須であ
ることも見出している。 
細胞のエネルギー代謝系バランスの乱れは、癌で
見られるWerburg effect のようにさまざまな疾患
において見出されている。したがって、このような
エネルギー恒常性の破綻は多くの疾患の原因とな
る可能性が考えられるが、そのような研究はほとん
ど行われてきていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、eNoSC の解析を通じて細胞のエネル
ギー代謝の個体における役割を明らかにし、細胞エ
ネルギー恒常性の破綻と疾患の関わりを解明する
ことを目指す。さらに、NML が低分子結合ポケット
を持つことから、NMLに結合してeNoSCの活性を調
節し、細胞のエネルギー代謝を制御する化学物質の
探索を行う。本研究成果は、さまざまな疾患の新た
な治療戦略開発の端緒となる可能性がある。 
具体的には以下の４項目を予定している。 
（１）eNoSCの個体での役割の解析 
（２）eNoSCの破綻と疾患の関係の解析 
eNoSC の主要構成要素である NML のト
ランスジェニックマウスとノックアウ
トマウスの表現系をもとに、eNoSC の個
体での機能を明らかにする。さらに、
eNoSC の制御破綻と疾患との関連を解析
する。また、絶食や高脂肪食などの負荷
による表現系についても検討し、現象か
ら分子機能にせまる。NML トランスジェ
ニックマウス(NML-Tg)はすでに完成し
解析を始めている。興味深いことに
NML-Tg は大変攻撃性が高く、子育てにも
異常が見られており、行動異常とエネル
ギー代謝の関係についても解析を進め
たい。 
（３）エネルギー代謝の腫瘍形成における役
割の解析 
癌細胞では、エネルギー代謝系のバラ
ンスが正常細胞と異なることが報告さ
れている。例えば、多くの癌はATP産生
の解糖系依存度が高く、低酸素環境下で
も増殖できる（Werberg Effect）。申請
者は、癌とエネルギー代謝の関係を解析
する目的で、NML高発現癌細胞株とNMLノ
ックダウン癌細胞株を作製した。これら
の癌細胞株の増殖速度は接着条件下で
は変わらない。しかしながら、非接着条
件下ではNMLの発現量依存的にコロニー
形成が抑制された。そこで、本研究では
eNoSCの腫瘍形成、転移における役割を
マウスとin vitro実験系を用いて解析し、
その分子メカニズムの解明を試みる。 
）eNoSC（４ を制御する低分子物質の探索と
の結果、NMLは
ATP 代謝に対する効果の検討 
申請者らのX線結晶解析
C末端側にアデノシルメチオニン
（AdMet）の結合ドメインを有すること
が明らかとなっている。AdMetが結合で
きない変異型のNMLを含むeNoSCは活性
を示さないことから、AdMetのNMLへの結
合によってeNoSCの活性が制御されてい
るものと考えられる。そこで、NMLに結
合する合成化学物質を用いてeNoSCの活
性を制御することを試みる。さらに、
eNoSCを制御できる化学物質について、
細胞と個体のエネルギー代謝に与える
影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
細胞の ATP 代謝異常と疾患
と
析 
意
子欠損マウスの作製 
（３ ける役
のコロニー形成と腫瘍形成能に与
eNoSC を用いて
の関係について明らかにするために、本研
究では以下の４項目について実験を進める。 
（１）eNoSC の個体での役割の解析 
（２）eNoSC の破綻と疾患の関係の解
細胞内エネルギー恒常性の個体での
義を明らかにし、その破綻と疾患との関
係を解明するため、以下の研究を行う。 
①NML トランスジェニックマウスの作製
と解析 
②NML 遺伝
）エネルギー代謝の腫瘍形成にお
割の解析 
eNoSC
その結果、解糖系が亢進し、TCA 回路が抑制
されていることが示唆された。特に、ピルビ
ン酸からアセチル CoAを合成する経路の亢進、
アセチル CoAからクエン酸を合成する経路の
抑制が顕著に認められた。さらに詳細に検討
したところ、NMLノックアウトMEF細胞では、
糖の取り込みの亢進や解糖系の最終産物で
ある乳酸の産生亢進を認めた。一方、チトク
ローム C活性は NML ノックアウト MEF 細胞で
低下していることが明らかとなった。以上の
結果から、NML の欠損によって、解糖系が亢
進し、ミトコンドリア機能が抑制されている
ことが明らかとなった。 
える
oSC を制御する低分子物質の探索と
制御する低分
クリーニ
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．研究成果 
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核
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作
ウトマウスから得た胎
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で
影響の検討 eNoSCの癌浸潤能と癌転移に
与える影響の検討 eNoSCの癌抑制メカニズム
の解析 
（４）eN
ATP 代謝に対する効果の検討 
NML に結合し、その活性を
子化合物を探索し、エネルギー代謝を人
為的に制御できるか否かを検討するた
め、以下の研究を進める。 
①NML に結合する化学物質のス
ング 
②化学
（３）癌細胞増殖とＮＭＬの解析 検討 
このような解糖系優位な代謝は癌細胞や
増殖の激しい細胞で認められることが知ら
れており、特に癌細胞においては Werburg 
Effect と呼ばれている。そこで、軟寒天培地
を用いて、癌特異的な足場非依存的増殖状態
を検討したところ、NML ノックダウン癌細胞
株ではコロニー形成が亢進し、一方、NML 高
発現癌細胞株ではコロニー形成が抑制され
ていた。この結果は、NML の欠損によって、
癌細胞様の増殖が亢進していることを示し
ているが、現在さらに詳細に検討を進めてい
る。以上の結果から、eNoSC は ATP 消費系だ
けでなく ATP 合成系にも働き、細胞内のエネ
ルギー代謝調節を制御していることが明ら
かとなった。 
４
本研究では、
小体複合体 eNoSC の解析を通じて、細胞エ
ネルギー恒常性の破綻と疾患の関わりを解
明することを目指した。 
（１）NML ノックアウト
全身でＮＭＬ遺伝子を欠損したマウス
製した。NML ノックアウトマウスの出生率
はメンデルの法則に従わず、多くのノックア
ウトマウスが胎生致死であることが判明し
た（野生型：ヘテロ：ホモ＝１：２：０．１）。
胎生致死の原因については現在検討中であ
る。また、一部出生したマウスは野生型マウ
スに比べ、体重が軽く、体脂肪率が低いこと
が明らかとなった。 
（２）NML ノックア
（４）NML ノックアウトマウスにおける糖代
謝 
 MEF 細胞での解析によって、NML 遺伝子欠
損によってエネルギー合成系制御に変化を
認めたことから、出生した NML 遺伝子欠損マ
ウスでの検討を行った。まず、各種血液パラ
-メーターについて、野生型マウスと比較検
討した。その結果、NML 遺伝子欠損マウスは
野生型に比べ、明らかに血糖値が高い傾向を
示した。次に糖負荷テスト行い、インスリン
の分泌能について検討した。その結果、NML
遺伝子欠損マウスではインスリン分泌能が
低いことが示唆された。 
線維芽細胞（MEF）の解析 
NML ノックアウトマウスの多くが胎
あったため、まず、胎児線維芽細胞(MEF) 
を用いて解析を行った。NML 遺伝子欠損 MEF
細胞においても、培養細胞株と同様、低グル
コース処理において rRNA 転写抑制が認めら
れず、細胞死が早期に誘導されることが明ら
かになった。NML がエネルギー消費系だけで
なく、エネルギー代謝全体に及ぼす影響につ
いて網羅的に解析するため、メタボローム解
析を行った。 
  以上の結果から、NML が個体における糖代
謝制御に関わり、NML 量の低下が糖尿病と関
わることが示唆された。 
（５）eNoSC を制御する低分子物質の探索 
 NML の構造解析の結果から、NML の活性を
制御する低分子物質の存在が示唆された。そ
こで、化合物スクリーニングによって NML に
結合し活性を制御する低分子を探索したい
と考えた。しかしながら、ＮＭＬの活性を評
価する簡便な方法を見つけることができず、
スクリーニングを行うことができなかった。 
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